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RESUMO 

Equinos são selecionados por inúmeros fatores, entre eles desempenho esportivo, 

características fenotípicas ou genéticas, muitas vezes selecionando fatores indesejáveis para a 

reprodução. A inseminação artificial com sêmen refrigerado é umas das principais biotécnicas 

utilizadas na reprodução equina, porém existe uma grande variação na qualidade seminal 

utilizadas. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos da adição de ácido fosfórico 

(H3PO4) no diluente de refrigeração de sêmen equino. Foram realizados dois experimentos. 

No primeiro experimento, foi realizado uma análise de pH, com PHmetro de bancada com 

compensação de temperatura Kasvi®,  comparando o leite desnatado UHT, com um diluente 

comercial (Botusemen®), após a adição de ácido fosfórico (H3PO4) nas concentrações de 

0,015%, 0,03% e 0,06% em ambos os grupos. No segundo experimento, foram realizadas 12 

coletas de seis garanhões férteis, da raça crioula. Os ejaculados foram divididos em quatro 

grupos, Grupo Controle, diluído somente com leite desnatado UHT, e três grupos com adição 

de ácido fosfórico (H3PO4) no leite UHT, nas concentrações de 0,015% (T1), 0,03% (T2) e 

0,06% (T3). As análises foram realizadas às 3h, 24h e 48h após diluição, e incluíram 

avaliações dos padrões do CASA (Computer Assisted Sperm Analysis); teste de hiposmótico 

e análise morfológica de todos os quatro grupos. A comparação entre os diluentes demonstrou 

que o botusemen apresentou valores inferiores de pH de 5,48; 5,08; 4,6, comparado aos 

valores do leite desnatado UHT pH = 6,34; 6,33; 6,1. Houve uma redução significativa da 

motilidade total, motilidade progressiva, motilidade progressiva rápida, motilidade 

progressiva lenta, velocidade curvilinear, velocidade em linha reta, velocidade da trajetória 

média, frequência de batimento do flagelo e amplitude do deslocamento lateral de cabeça,  no 

grupo T3 nos três diferentes tempos de análise, comparando com o Grupo Controle, T1 e T2. 

O Grupo T1 não apresentou diferenças em relação ao Grupo Controle em nenhum dos 

diferentes tempos de refrigeração estudados. Em conclusão a adição de ácido fosfórico 

(H3PO4) na concentração de 0,015% (T1), não foi deletéria para o sêmen equino, mais 

estudos são necessários para avaliação dos índices de fertilidade após a adição de ácido 

fosfórico. 

 

Palavras-chave: Sêmen, biomarcador, fertilidade, refrigeração, criopreservação, equinos,  

garanhões, ácido fosfórico, ácido orto-fosfórico, H3PO4, leite desnatado UHT. 

  



ABSTRACT 

Equines are selected based on numerous factors, including sports performance, 

phenotypic or genetic characteristics, often selecting undesirable factors for reproduction. 

Artificial insemination with cooled semen is one of the main biotechnologies used in equine 

reproduction, but there is great variation in the seminal quality used. The aim of this research 

was to evaluate the effects of adding phosphoric acid (H3PO4) to the cooling extender of 

equine semen. Two experiments were carried out. In the first experiment, a pH analysis was 

performed using a bench pH meter with Kasvi® temperature compensation, comparing UHT 

skim milk with a commercial extender (Botusemen®) after the addition of phosphoric acid 

(H3PO4) at concentrations of 0.015%, 0.03%, and 0.06% in both groups. In the second 

experiment, 12 collections were carried out from six fertile stallions of the Criollo breed. The 

ejaculates were divided into four groups: Control Group, diluted only with UHT skim milk, 

and three groups with the addition of phosphoric acid (H3PO4) in UHT milk at concentrations 

of 0.015% (T1), 0.03% (T2), and 0.06% (T3). Analyses were performed at 3h, 24h, and 48h 

after dilution and included assessments of CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) 

parameters; hypoosmotic test and morphological analysis of all four groups. Comparison 

between extenders showed that Botusemen presented lower pH values of 5.48; 5.08; 4.6, 

compared to UHT skim milk values pH = 6.34; 6.33; 6.1. There was a significant reduction in 

total motility, progressive motility, rapid progressive motility, slow progressive motility, 

curvilinear velocity, straight line velocity, average path velocity, flagellar beat frequency, and 

amplitude of lateral head displacement in group T3 at the three different analysis times 

compared to the Control Group, T1, and T2. Group T1 showed no differences compared to 

the Control Group at any of the different cooling times studied. In conclusion, the addition of 

phosphoric acid (H3PO4) at a concentration of 0.015% (T1) was not detrimental to equine 

semen; further studies are needed to evaluate fertility rates after the addition of phosphoric 

acid. 

 

Keywords: Semen, biomarker, fertility, refrigeration, cryopreservation, equines, 

stallions, phosphoric acid, orthophosphoric acid, H3PO4, UHT skimmed milk. 
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1 INTRODUÇÃO 

Atualmente, a equinocultura é praticada em todo o mundo com diversos objetivos, que 

variam desde o negócio até o trabalho agropecuário. O efetivo mundial de equinos é estimado 

em 60.566.601 cabeças, das quais cerca de 54% encontra-se nas Américas, onde o Brasil está 

na quarta posição dos maiores rebanhos de equinos no mundo (Canton, 2021). Movimentado 

mais de R$30 bilhões anualmente em diversos setores (Rural, 2023), gerando em torno de 610 

mil empregos diretos e 2.43 milhões de empregos indiretos (MAPA, 2016). 

Diferente de outras espécies domésticas de interesse zootécnico, os equinos são 

valorizados como indivíduos, podendo chegar a valores elevados, dependendo da sua genética 

ou resultados dentro de pistas, deixando de lado parâmetros reprodutivos (Sieme; Distl, 

2012). Éguas e garanhões são selecionados para a reprodução através do pedigree, 

desempenho esportivo e conformação racial (Varner et al., 2008), muitas vezes selecionando 

negativamente fatores indesejáveis, levando a índices reprodutivos baixos. Dentro da equação 

da reprodução, os garanhões representam 50% da mesma, onde se encontram garanhões de 

fertilidade baixa, levando a resultados indesejáveis dentro da criação de equinos (Varner et 

al., 2008). As biotecnologias da reprodução se colocam como uma importante ferramenta a 

serviço da equideocultura mundial, como instrumento direto do melhoramento genético, uma 

vez que são utilizadas para aumentar a produção de potros (Hinrichs, 2013).  Mesmo 

garanhões com qualidades seminais boas e similares, tendem a variar a sua fertilidade, neste 

contexto inúmeros métodos laboratoriais vêm sendo utilizados para avaliação de sêmen, 

dentre eles, as análises computadorizadas do movimento (CASA), morfologia espermática, 

composição do plasma seminal, integridade da membrana plasmática e acrossomal, função 

mitocondrial, desnaturação da cromatina, peroxidação das membranas espermáticas, entre 

outros (Arruda et al., 2007).  

Os parâmetros tradicionais para a avaliação de amostras de sêmen incluem 

concentração, volume (Arruda et al., 2007; Perreault, 2009), motilidade e morfologia 

espermática (Arruda et al., 2007; Varner, 2008), sendo usualmente, a motilidade espermática 

estimada através da análise do sêmen entre lâmina e lamínula, enquanto que a morfologia 

espermática é examinada em esfregaço corado, ambos utilizando microscopía óptica (Arruda 

et al., 2007). No entanto, estudos indicam que essas técnicas manuais de análise são 

imprecisas, inexatas e sujeitas a variações, mesmo quando realizadas por operadores 

experientes, com isso, a análise de imagens computadorizada tem sido bastante difundida, 

buscando uma técnica que ofereça maior repetibilidade e confiabilidade (Arruda et al., 2007). 
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A análise de sêmen assistida por computador (CASA) foi introduzida tanto para 

humanos quanto para espécies animais há cerca de duas décadas (Verstegen; Iguer-ouada; 

Onclin, 2002). Usando a combinação de um microscópio e uma câmera, as células 

espermáticas são visualizadas e as trajetórias reais dos espermatozoides analisadas, sendo o 

reconhecimento adequado das células espermáticas determinado pelas configurações do 

software (Hoogewijs et al., 2011). Esses sistemas produzem dados precisos e altamente 

repetíveis de diferentes parâmetros de motilidade do sêmen em diferentes espécies 

(Verstegen; Iguer-ouada; Onclin, 2002). A avaliação computadorizada da motilidade 

espermática é de grande interesse devido ao fato da cinética espermática ter uma boa 

relevância na determinação do potencial de fertilidade dos espermatozoides (Arruda et al., 

2007). Sendo a velocidade progressiva e os padrões de movimentação celular relacionados 

com penetração no muco cervical, penetração em oócitos de hamster e resultados de 

fertilização in vitro (Centola, 1996; Januskauskas et al., 1999). 

A análise da morfologia dos espermatozoides é uma parte importante da avaliação de 

aptidão reprodutiva de garanhões, uma vez que fornece uma medida objetiva da qualidade do 

sêmen do garanhão e é um dos inúmeros fatores que estimam o potencial de fertilidade do 

garanhão (Hernández-avilés et al., 2023). A estrutura e o tamanho dos espermatozoides 

influenciam seu funcionamento correto, incluindo sua capacidade de reação acrossômica 

(Maree et al., 2010) e ligação com a zona pelúcida do oócito (Garrett; Liu; Baker, 1997), 

afetando assim o potencial de fertilidade do macho (Menkveld et al., 2003). As características 

morfológicas dos espermatozóides de garanhões foram descritas visualmente com 

microscópio óptico e são semelhantes às de outros animais domésticos, uma exceção é que 

uma fixação abaxial da cauda é comumente observada em garanhões (Jasko, 1992). 

A avaliação da morfologia dos espermatozoides consiste em determinar a porcentagem 

de espermatozoides com estrutura morfológica defeituosa e a proporção de espermatozóides 

com defeitos maiores ou menores (Menkveld, 2010). Sendo defeitos maiores, qualquer tipo de 

anomalia relacionada à redução da fertilidade, incluindo: formas duplas, Knobbed sperm, 

decapitado, diadema, piriforme, estreito na base, contorno anormal, cabeça pequena anormal, 

cabeça destacada anormal, peça intermediária em saca-rolhas, outros defeitos de peça 

intermediária, gota proximal, cauda fortemente dobrada ou enrolada. E defeitos menores,  

outros desvios de forma que aparentemente não causavam tanto impacto na fertilidade, como: 

como cabeça delgada, cabeça pequena normal, cabeça gigante, curta e achatada, cabeça 

normal destacada, acrossomo destacado, inserção abaxial, gota distal, cauda dobrada ou 

enrolada, e cauda enrolada na extremidade (Blom, 1972). Posteriormente se classificou em 
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alterações compensáveis, que seriam as patologias que poderiam ser resolvidas aumentando a 

dose inseminante, e alterações não compensáveis, as quais há incapacidade de fecundação ou 

de nascimento de produtos viáveis (Saacke et al., 2008). A morfologia ou estrutura dos 

espermatozóides é tipicamente examinada com um microscópio óptico a 1000 vezes de 

ampliação, onde pelo menos 100 espermatozoides devem ser avaliados quanto à evidência de 

defeitos morfológicos. As anormalidades na morfologia dos espermatozoides 

tradicionalmente são classificadas como primárias, secundárias ou terciárias. As 

anormalidades primárias são consideradas associadas a um defeito na espermatogênese e, 

portanto, têm origem testicular; as anormalidades secundárias são criadas no sistema de 

ductos excretores; e as anormalidades terciárias, ao contrário das duas anteriores, 

desenvolvem-se in vitro como resultado de coleta inadequada ou procedimentos de manejo. A 

percentagem de espermatozóides morfologicamente normais está correlacionada 

positivamente com a motilidade espermática (Varner, 2008).  

Como a membrana espermática é de fundamental importância no processo de 

fertilização, testes foram criados para verificar a funcionalidade desta membrana. O teste de 

inchamento hiposmótico avalia se uma membrana intacta é funcional, expondo o sêmen a 

uma solução hiposmótica, espermatozoides funcionais incham para estabelecer o equilíbrio 

osmótico, produzindo o típico inchaço da cauda, uma vez que a fertilização não ocorrerá se a 

membrana espermática estiver bioquimicamente inativa, mesmo que permaneça 

estruturalmente intacta (Neild et al., 1999). 

O pH do ejaculado equino varia entre 6,8 e 7, o qual pode ser influenciado pela 

estação do ano, frequência de coletas/coberturas e concentração espermática, sendo tolerado 

diluentes que se encaixem nesta faixa, sem sofrer efeitos prejudiciais (Trentin, 2024). A 

manutenção do pH do diluente no qual os espermatozoides estão suspensos é um aspecto 

crucial na preservação do sêmen (Yániz; Mateos; Santolaria, 2011). Pois o pH do meio está 

correlacionado com a motilidade e viabilidade dos espermatozoides (Jones; Bavister, 2000). 

Wendt et al. (2002), demonstrou em um estudo o efeito do pH do diluente sobre a motilidade 

do sêmen armazenado a 5ºC por 24 horas, mostrando que não há diferença na motilidade 

progressiva de sêmen fresco em pH na faixa de 6,4-7,4 .   

Uma alta porcentagem de garanhões (20 a 40%) tem sêmen que responde mal ao 

congelamento (Vidament et al., 1997), sendo necessária a utilização de sêmen resfriado para 

transporte (Batellier et al., 1998). Altas concentrações de plasma seminal no sêmen resfriado 

de garanhões são prejudiciais à motilidade e fertilidade do sêmen (Pickett et al., 1975; Jasko 

et al., 1992). O dano ao DNA aumenta à medida que os níveis de plasma seminal e o tempo 
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de armazenamento se elevam, indicando que o plasma seminal contém fatores que prejudicam 

o DNA espermático (Love, 2005). A diminuição da qualidade do sêmen durante 

armazenamento refrigerado pode ser reduzida pela diluição com um diluente adequado 

(Aurich, 2005). Diluentes à base de leite são comumente usados nos Estados Unidos (Brinsko, 

2011) e Europa (Aurich, 2011) para transportar sêmen refrigerado de garanhões. Sendo 

conhecidos por serem práticos e eficazes na preservação e armazenamento de sêmen equino 

(Batellier et al., 1998; Pagl et al., 2006; Recková et al., 2022). Além da diluição do plasma 

seminal, os efeitos positivos do diluente são baseados no controle do pH, osmolaridade e 

fornecimento de energia (Pagl et al., 2006). Sendo a composição do diluente um dos 

principais fatores que afetam a qualidade do ejaculado (Pagl et al., 2006; Lefrapper; Walston; 

Whisnant, 2010). 

O leite é um fluido biológico com composição complexa e contém componentes que 

são benéficos aos espermatozoides (Batellier et al., 1998). O leite desnatado pode ser uma 

alternativa para reduzir custos associados à produção de doses inseminantes (Freitas et al., 

2014). As micelas de caseína presentes no leite são componentes ativos que atuam como 

protetores do sêmen (Bergeron; Manjunath, 2006). O mecanismo de proteção do sêmen 

baseia-se na ligação às proteínas do plasma seminal e na redução da perda lipídica da 

membrana do espermatozóide durante o armazenamento do sêmen (Manjunath, 2018). Os 

diluentes à base de leite têm um efeito positivo na atividade antioxidante do sêmen diluído 

(Kankofer et al., 2005). 

  Os diluentes mais bem-sucedidos usados com sêmen de garanhão para inseminação 

artificial contém leite desnatado (Michajilov, 1950; kenney et al., 1976; Palmer, 1984; 

Batellier et al., 2001). Em estudos anteriores, foi testada a qualidade do sêmen após o uso de 

leite desnatado e diluentes disponíveis comercialmente com composição quimicamente 

definida: Equi Pro, Equi Plus, INRA 96 e BotuSemen Gold (Recková et al., 2022), mostrando 

que os diluentes à base de leite desnatado, INRA 96 e BotuSemen Gold obtiveram melhores 

resultados, apresentando melhores desempenhos comparando a alguns dos novos diluentes 

(Mamica; Havlickova; Recková, 2019). A inseminação artificial é uma técnica amplamente 

utilizada que visa aumentar a eficiência reprodutiva, no entanto, o sucesso da reprodução 

artificial depende de uma série de fatores, entre eles, o armazenamento eficiente dos 

espermatozoides (Ghorbani et al., 2024). Doses de sêmen refrigeradas são utilizadas com 

mais frequência do que as congeladas e apresentam melhores indicadores de capacidade de 

inseminação do sêmen utilizado (Kowalczyk; Czerniawska-piatkowska; Kuczaj, 2019).  
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Segundo Silva et al. (2012), há um aumento significativo na ligação do 

espermatozóide à zona pelúcida do ovócito, quando é utilizado diluentes à base de leite 

desnatado, observando também um aumento de três vezes na ligação dos espermatozóides à 

zona pelúcida quando diluídos em leite desnatado em comparação com diluentes, que não 

continham leite. Em experimentos anteriores, se constatou uma correlação da capacidade de 

ligação dos espermatozóides à zona pelúcida, com a fertilidade de touros (Fazeli et al., 1993), 

suínos (Ivanova; Mollova, 1993; Braundmeier et al., 2004) e garanhões (Fazeli et al., 1995; 

Pantke et al., 1995; Meyers et al., 1996). 

Vários tipos de recipientes são utilizados para o transporte do sêmen, entre os quais as 

caixas descartáveis de poliestireno, de baixo custo, têm ganhado popularidade nos últimos 

anos, onde o sêmen diluído é resfriado lentamente até alcançar uma temperatura final de 4°C 

à 10°C (Katila, 2011). O metabolismo dos espermatozóides à temperatura corporal é muito 

elevado e produz muitos produtos de resíduos, levando à perda da integridade celular, 

motilidade e viabilidade (Graham, 2011). Reduzindo a temperatura para 4°C, o metabolismo 

diminui para apenas 7% em relação à temperatura corporal (Graham, 2011). O sêmen da 

maioria dos garanhões sobrevive ao procedimento padrão de resfriamento até 4°C e mantém 

um bom nível de fertilidade por 48 a 72 horas se mantido a essa temperatura (Heiskanen et 

al., 1994; Katila, 2011; Graham, 2011). 

A metabolômica é uma técnica emergente e tem mostrado promessas na identificação 

de potenciais biomarcadores de fertilidade e infertilidade masculina (Goodacre et al., 2004; 

Kovac; Pastuszak; Lamb, 2013; Kumar et al., 2015 Bieniek; Drabovich; Lo, 2016). Sendo 

usadas para identificar potenciais biomarcadores de fertilidade no plasma seminal de touros 

(Kumar et al., 2015), homens (Hamamah et al., 1993; Hamamah et al., 1998; Deepinder; 

Chowdary; Agarwal, 2007; Kovac; Pastuszak; Lamb, 2013; Gilany et al., 2014; Qiao et al., 

2017; Gilany et al., 2017; Tang et al., 2017) e garanhões (Wood et al., 2016) , porém há um 

número limitado de tais estudos em animais. Segundo Velho et al., (2018), o ácido fosfórico 

(H3PO4) é um dos cinco metabólitos mais predominantes no plasma seminal de touros, 

estando associado a menores índices de fertilidade nos touros Holandeses. O H3PO4 contribui 

para o metabolismo energético do espermatozóide, sendo produzido pela quebra de uma 

molécula de pirofosfato inorgânico (PPi). Esse processo libera energia na forma de adenosina 

trifosfato (ATP), que pode ser utilizada para a motilidade espermática e para a função do 

acrossomal durante a penetração na zona pelúcida (Wallach; Revel, 1980; Lundin; 

Baltscheffsky; Ronne, 1991; Velho et al., 2018). Além disso, o fosfato inorgânico resultante 

da hidrólise de ATP afeta positivamente tanto a motilidade quanto a capacidade fertilizante do 
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espermatozoide humano (Fakih et al., 1986). Assim, níveis elevados de fosfato inorgânico nos 

espermatozóides de touros podem ser necessários para manter o status de motilidade dos 

espermatozoides e alcançar fertilidade normal (Menezes et al., 2019). 

Segundo Bueno (2023), dentre os dezoito metabólitos encontrados nas amostras de 

plasma seminal de garanhões, em um estudo de metabolômica, o H3PO4 se demonstrou 

maior no grupo com altas taxas de prenhez, demonstrando também uma correlação positiva 

com integridade funcional, integridade física, fertilidade, motilidade progressiva, motilidade 

total, VCL, VSL, VAP, linearidade, BCF, ALH, volume total do ejaculado e proteína 

total/ejaculado. Ishigaki; Hoshino; Ozaki (2019), também relataram que oócitos na Fase II, 

com alta fertilidade e viabilidade, tinham altas concentrações de ácidos fosfóricos. 

O H3PO4 ou ácido ortofosfórico, é um ácido trivalente, com três hidrogênios ácidos, 

usado na fabricação de fertilizantes, sais de fosfato, polifosfatos, detergentes, carvão ativado, 

ração animal, cerâmicas, cimento dentário, produtos farmacêuticos, refrigerantes, gelatina, 

inibidores de ferrugem, cera e látex de borracha (Von, 1992; Johnson et al., 2021). Sendo 

usado como ajustador de pH em cosméticos (Johnson et al., 2021), acidificante de alimentos 

como refrigerantes e xaropes (Moraes, 2015), usado como fonte vital de fósforo em 

fertilizantes, sendo um dos três nutrientes principais necessários para o crescimento das 

plantas (Hignett, 1985). É o principal ácido inorgânico utilizado em alimentos, pois tem como 

característica um custo muito baixo, sendo um ácido forte cujo valor do pH é o menor de 

todos os acidulantes, justificando-se assim sua ampla utilização na indústria (Baruffaldi; 

Oliveira, 1998). 

O H3PO4 desempenha um papel importante na fertilidade masculina, ao participar de 

reações químicas e bioquímicas importantes para o armazenamento e liberação de energia. 

Sendo considerado um biomarcador de qualidade seminal e fertilidade em garanhões (Bueno, 

2023).  
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2 ARTIGO CIENTÍFICO 

Nesta seção será apresentado o artigo que será submetido à Revista Acta Scientiae 

Veterinarie. 

 

 EFEITOS DA ADIÇÃO DE ÁCIDO FOSFÓRICO (H3PO4) NO DILUENTE DE REFRIGERAÇÃO DE 

SÊMEN EQUINO  

 

V.R.GOULART, L.L.SANTOS, F.L.SCHMITT, V.L.C.BUENO, H.B.A.BASTOS 

 

FACULDADE DE VETERINÁRIA, UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL (UFRGS), 

PORTO ALEGRE, BRASIL. 

 

RESUMO 

 

Equinos são selecionados por inúmeros fatores, entre eles desempenho esportivo, 

características fenotípicas ou genéticas, muitas vezes selecionando fatores indesejáveis para a 

reprodução. A inseminação artificial com sêmen refrigerado é umas das principais biotécnicas 

utilizadas na reprodução equina, porém existe uma grande variação na qualidade seminal 

utilizadas. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos da adição de ácido fosfórico 

(H3PO4) no diluente de refrigeração de sêmen equino. Foram realizados dois experimentos. 

No primeiro experimento, foi realizado uma análise de pH, com PHmetro de bancada com 

compensação de temperatura Kasvi®,  comparando o leite desnatado UHT, com um diluente 

comercial (Botusemen®), após a adição de ácido fosfórico (H3PO4) nas concentrações de 

0,015%, 0,03% e 0,06% em ambos os grupos. No segundo experimento, foram realizadas 12 

coletas de seis garanhões férteis, da raça crioula. Os ejaculados foram divididos em quatro 

grupos, Grupo Controle, diluído somente com leite desnatado UHT, e três grupos com adição 

de ácido fosfórico (H3PO4) no leite UHT, nas concentrações de 0,015% (T1), 0,03% (T2) e 

0,06% (T3). As análises foram realizadas às 3h, 24h e 48h após diluição, e incluíram 

avaliações dos padrões do CASA (Computer Assisted Sperm Analysis); teste de hiposmótico 

e análise morfológica de todos os quatro grupos. A comparação entre os diluentes demonstrou 

que o botusemen apresentou valores inferiores de pH de 5,48; 5,08; 4,6, comparado aos 

valores do leite desnatado UHT pH = 6,34; 6,33; 6,1. Houve uma redução significativa da 
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motilidade total, motilidade progressiva, motilidade progressiva rápida, motilidade 

progressiva lenta, velocidade curvilinear, velocidade em linha reta, velocidade da trajetória 

média, frequência de batimento do flagelo e amplitude do deslocamento lateral de cabeça, no 

grupo T3 nos três diferentes tempos de análise, comparando com o Grupo Controle, T1 e T2. 

O Grupo T1 não apresentou diferenças em relação ao Grupo Controle em nenhum dos 

diferentes tempos de refrigeração estudados. Em conclusão a adição de ácido fosfórico 

(H3PO4) na concentração de 0,015% (T1), não foi deletéria para o sêmen equino, mais 

estudos são necessários para avaliação dos índices de fertilidade após a adição de ácido 

fosfórico. 

 

Palavras-chave: Sêmen, biomarcador, fertilidade, refrigeração, criopreservação, equinos, 

garanhões, ácido fosfórico, ácido orto-fosfórico, H3PO4, leite desnatado UHT. 

 

ABSTRACT 

 

Equines are selected based on numerous factors, including sports performance, 

phenotypic or genetic characteristics, often selecting undesirable factors for reproduction. 

Artificial insemination with cooled semen is one of the main biotechnologies used in equine 

reproduction, but there is great variation in the seminal quality used. The aim of this research 

was to evaluate the effects of adding phosphoric acid (H3PO4) to the cooling extender of 

equine semen. Two experiments were carried out. In the first experiment, a pH analysis was 

performed using a bench pH meter with Kasvi® temperature compensation, comparing UHT 

skim milk with a commercial extender (Botusemen®) after the addition of phosphoric acid 

(H3PO4) at concentrations of 0.015%, 0.03%, and 0.06% in both groups. In the second 

experiment, 12 collections were carried out from six fertile stallions of the Criollo breed. The 

ejaculates were divided into four groups: Control Group, diluted only with UHT skim milk, 

and three groups with the addition of phosphoric acid (H3PO4) in UHT milk at concentrations 

of 0.015% (T1), 0.03% (T2), and 0.06% (T3). Analyses were performed at 3h, 24h, and 48h 

after dilution and included assessments of CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) 

parameters; hypoosmotic test and morphological analysis of all four groups. Comparison 

between extenders showed that Botusemen presented lower pH values of 5.48; 5.08; 4.6, 

compared to UHT skim milk values pH = 6.34; 6.33; 6.1. There was a significant reduction in 

total motility, progressive motility, rapid progressive motility, slow progressive motility, 

curvilinear velocity, straight line velocity, average path velocity, flagellar beat frequency, and 
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amplitude of lateral head displacement in group T3 at the three different analysis times 

compared to the Control Group, T1, and T2. Group T1 showed no differences compared to 

the Control Group at any of the different cooling times studied. In conclusion, the addition of 

phosphoric acid (H3PO4) at a concentration of 0.015% (T1) was not detrimental to equine 

semen; further studies are needed to evaluate fertility rates after the addition of phosphoric 

acid. 

 

Keywords: Semen, biomarker, fertility, refrigeration, cryopreservation, equines, 

stallions, phosphoric acid, orthophosphoric acid, H3PO4, UHT skimmed milk. 

 

INTRODUÇÃO 

  

Ao contrário de outras espécies de produção, os equinos são valorizados como 

indivíduos, selecionados através de características fenotípicas, desempenho ou genética 

(Varner et al., 2008), deixando de lado parâmetros reprodutivos (Sieme; Distl, 2012) e muitas 

vezes selecionando negativamente fatores indesejáveis, levando a índices reprodutivos baixos. 

Os garanhões contribuem em 50% dentro da equação da reprodução, onde garanhões de baixa 

fertilidade podem levar a resultados indesejáveis dentro da criação de equinos (Varner et al., 

2008). As biotecnologias da reprodução se colocam como uma ferramenta importante dentro 

da equideocultura mundial, uma vez que são utilizadas para aumentar a produção de potros 

dentro de uma temporada (Hinrichs, 2013). 

De 20 a 40% dos garanhões apresentam sêmen que responde mal à criopreservação 

(Vidament et al., 1997), sendo necessária a utilização de sêmen resfriado para transporte 

(Batellier et al., 1998). Altas concentrações de plasma seminal no sêmen resfriado de 

garanhões são prejudiciais à motilidade e fertilidade do sêmen (Pickett et al., 1975; Jasko et 

al., 1992). O dano ao DNA aumenta à medida que os níveis de plasma seminal e o tempo de 

armazenamento se elevam, indicando que o plasma seminal contém fatores que prejudicam o 

DNA espermático (Love, 2005). A diminuição da qualidade do sêmen durante 

armazenamento refrigerado pode ser reduzida pela diluição com um diluente adequado 

(Aurich, 2005). Diluentes à base de leite são comumente usados nos Estados Unidos (Brinsko, 

2011) e Europa (Aurich, 2011) para transportar sêmen refrigerado de garanhões. Sendo 

conhecidos por serem práticos e eficazes na preservação e armazenamento de sêmen equino 

(Batellier et al., 1998; Pagl et al., 2006; Recková et al., 2022). Além da diluição do plasma 
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seminal, os efeitos positivos do diluente são baseados no controle do pH, osmolaridade e 

fornecimento de energia (Pagl et al., 2006). 

A metabolômica é uma técnica emergente e tem mostrado promessas na identificação 

de potenciais biomarcadores de fertilidade no plasma seminal de touros (Kumar et al., 2015), 

homens (Hamamah et al., 1993; Hamamah et al., 1998; Deepinder; Chowdary; Agarwal, 

2007; Kovac; Pastuszak; Lamb, 2013; Gilany et al., 2014; Qiao et al., 2017; Gilany et al., 

2017; Tang et al., 2017) e garanhões (Wood et al., 2016). Recentemente Bueno (2023), 

relatou que dentre os 18 metabólitos encontrados nas amostras de plasma seminal de 

garanhões, o ácido fosfórico (H3PO4) se demonstrou maior no grupo com altas taxas de 

prenhez, demonstrando também uma correlação positiva com integridade funcional, 

integridade física, fertilidade, motilidade progressiva, motilidade total, velocidade curvilinear, 

velocidade em linha reta, velocidade da trajetória média, linearidade, frequência de batimento 

de flagelo, amplitude do deslocamento lateral da cabeça, volume total do ejaculado e proteína 

total/ejaculado, podendo ser um possível marcador para fertilidade equina. Velho et al. 

(2018), encontrou H3PO4 entre os cinco metabólitos mais predominantes no plasma seminal 

de touros. Ishigaki; Hoshino; Ozaki (2019), também relataram que oócitos na Fase II, com 

alta fertilidade e viabilidade, tinham altas concentrações de ácidos fosfóricos. 

O ácido fosfórico contribui para o metabolismo energético do espermatozóide, sendo 

produzido pela quebra de uma molécula de pirofosfato inorgânico (PPi). Esse processo libera 

energia na forma de adenosina trifosfato (ATP), que pode ser utilizada para a motilidade 

espermática e para a função do acrossomal durante a penetração na zona pelúcida (Wallach; 

Revel, 1980; Lundin; Baltscheffsky; Ronne, 1991; Velho et al., 2018,). Além disso, o fosfato 

inorgânico resultante da hidrólise de ATP afeta positivamente tanto a motilidade quanto a 

capacidade fertilizante do espermatozoide humano (Fakih et al., 1986). Com isso buscamos o 

aumento compreensão da infertilidade na espécie equina, podendo levar ao desenvolvimento 

de um produto que aumente as características seminais relacionadas à fertilidade masculina. O 

objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos da adição de ácido fosfórico (H3PO4) no 

diluente de refrigeração de sêmen equino.  
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MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Experimento 1 

Foi realizada uma aferição de pH com PHmetro de bancada com compensação de 

temperatura Kasvi® (K39-1420A), de um diluente comercial Botusêmen (Botupharma®, 

Brasil) e de leite desnatado UHT, in natura e com a adição de diferentes concentrações de 

ácido fosfórico (H3PO4). Foram testados quatro grupos com o Leite Desnatado UHT (L), 

sendo um Grupo Controle (LC), e os outros três com adição de diferentes concentrações de 

0,015% (L1), 0,03% (L2) e 0,06% (L3) de H3PO4 cada, repetindo o mesmo processo com o 

Botusêmen (B), formando os Grupos Controle (BC), 0,015% (B1), 0,03% (B2) e 0,06% (B3).  

A aferição era feita imediatamente após a adição e homogeinização do H3PO4 em todos os 

grupos e uma avaliação macroscópica foi realizada 10 minutos após a aferição de pH.  

 

Experimento 2  

Animais 

Foram utilizados seis garanhões da raça crioula entre 8 e 19 anos de idade, pesando 

entre 450 e 500 Kg. Os garanhões eram alimentados diariamente com concentrado, feno de 

alfafa, água a vontade e suplementação mineral. Os animais eram alojados na Central  de 

Reprodução Equina SCHIMITT E GONZALES, situada em São Jerônimo (30ºS, 51ºW) RS, 

Brasil, de onde foram doadas as amostras de sêmen para a realização deste experimento. 

 

Coleta de Amostras de Sêmen 

Dois ejaculados foram coletados de cada garanhão durante a temporada reprodutiva. 

Todos os garanhões estavam em atividade reprodutiva. As coletas das amostras ocorreram 

após dois dias de descanso sexual, utilizando uma vagina artificial modelo Botupharma, pré-

aquecida (42 – 45ºC). Logo após a coleta, o ejaculado foi filtrado através de um filtro de linha 

Hilter, e realizado uma análise da concentração espermática através do Fotometro SDM1®, 

sendo doada uma amostra para a realização do experimento, onde posteriormente era dividido 

em quatro alíquotas, uma alíquota para o grupo controle e outras 3 alíquotas para os grupos 

tratados, ficando com concentração final de 50X106 spz/ml em cada grupo. O Grupo Controle 
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foi diluído somente em leite desnatado UHT, e os grupos tratados com suas respectivas 

concentrações. Os Grupos Tratamentos 1 (T1), 2 (T2) e 3 (T3) tiveram a adição de ácido 

fosfórico (H3PO4) 85% P.A. Neon® na concentração de 0,015%, 0,03% e 0,06% 

respectivamente, sendo 10 ml de leite desnatado UHT em cada grupo, com a adição de 1,7µl, 

3,4µl e 6,7µl de H3PO4. As amostras de sêmen foram armazenadas em tubos Falcon® e 

encaminhadas para o Laboratório de Reprodução Animal (REPROLAB) da Faculdade de 

Veterinária da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, acondicionadas em caixa térmica 

de poliestireno expandido (Botuflex®) em temperatura ambiente. 

 

Análise do Sêmen  

 

Foram realizadas análises espermáticas 3h, 24h, e 48h após a adição do diluente em 

todos os grupos (Figura 1). Permanecendo as amostras após a diluição em caixas térmicas de 

poliestireno expandido (Botuflex®), em temperatura ambiente até o Laboratório de 

Reprodução Animal da Faculdade de Veterinária (Reprolab), após a primeira análise, iniciou-

se a refrigeração, adicionando dois gelos reutilizáveis na caixa Botuflex®, próprias para o 

transporte de sêmen refrigerado, permanecendo a 5°C durante a refrigeração.  

Em cada momento de análise (3h, 24h e 48h) os tubos Falcon® eram retirados 

momentaneamente da Botuflex®, onde o sêmen era homogeneizado e posto uma gota de 6 µl 

da amostra entre lâmina e lamínula previamente aquecidas, as quais permaneciam em mesa 

aquecida a 37,5° C por quatro minutos, para posterior análise de motilidade total (MT, %), 

motilidade progressiva (MP, %), motilidade progressiva rápida (MR, %), motilidade 

progressiva lenta (ML, %), motilidade local (MC, %), imóveis (IM, %); velocidade da 

trajetória média (VAP, μm/s), velocidade em linha reta (VSL, μm/s), velocidade curvilinear 

(VCL, μm/s), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), frequência de batimento do 

flagelo (BCF, Hz), amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH, μm/s), realizadas 

através do sistema computadorizado CASA (Computer Assisted Sperm Analysis, 

AndroVision®, Minitube, Tiefenbach, Alemanha). Foi realizada uma média de quatro campos 

de cada amostra e os padrões utilizados para o ajuste do equipamento foram: 30 

imagens/segundo com 60 Hz; tamanho de partícula capturado entre 4 e 75 μm/m2 ; 

espermatozoides considerados imóveis <10 μm/s, lentos <45 μm/s, médios de 45 a 80 μm/s e 

rápidos acima de 80 μm/s.  
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Foi realizada a análise de integridade funcional da membrana plasmática, sendo 

avaliada por meio do teste hiposmótico. Para tanto, 200μL de água destilada foram 

adicionados a 100μL de sêmen. As amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos e 

posteriormente, analisadas em microscópio de contraste de fase em aumento de 400x. Sendo 

avaliadas 100 células espermáticas por amostra e considerados íntegros os espermatozoides 

com enrolamento da cauda (Lagares et al., 1998). 

Uma alíquota de semen foi utilizada para realização do esfregaço, para a avaliação da 

morfologia espermática. Foi utilizado kit panótico® (Laborclin), onde a lâmina com o 

esfregaço de sêmen foi mergulhada por 10 segundos consecutivamente em cada corante e 

imediatamente após a secagem, a lâmina foi levada ao microscópio em objetiva de imersão 

(1000x) para análise, foram contadas 100 células espermáticas de cada amostra (CBRA, 

2013). 

Figura 1. Delineamento experimental, esquema ilustrando os processos da análise de sêmen. 

 

Análises espermáticas 3h, 24h, e 48h após a adição do diluente em todos os grupos. 

 

Análise Estatística 

 

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 10, para realização da análise dos dados. 

Foram consideradas variáveis independentes o grupo controle e o tratamento 1, 2 e 3. As 

variáveis dependentes analisadas foram a MT, MP, MR, ML, VCL, VSL, VAP, BCF e ALH. 

Para análise da normalidade das variáveis dependentes foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. 
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Para as variáveis dependentes paramétricas, foi realizada a análise de variância (ANOVA) 

seguida do teste T de Tukey, e para as variáveis dependentes não paramétricas, foi realizado o 

teste de Kruskal-Wallis.  

 

RESULTADOS 

 

Experimento 1 

Ao realizar a mensuração do pH dos diluentes no Grupo Controle e nos Grupos com 

adição de H3PO4, foi observado os respectivos resultados LC = 6,77; L1 = 6,34; L2 = 6,33; 

L3 = 6,1; BC = 6,75; B1 = 5,48; B2 = 5,08 e B3 = 4,60.  

Foi verificado macroscopicamente que no grupo Botusemen após a adição de ácido 

fosfórico (H3PO4) nas concentrações de 0,015%, 0,03% e 0,06%, ocorreu uma rápida 

aglutinação e precipitação (Figura 2), o que não ocorreu no grupo com Leite UHT . 

 

Figura 2 ‒ Avaliação macroscópica realizada aos 10 minutos após a adição das diferentes 

concentrações de H3PO4.  

 

Abreviações: Grupo Controle do Leite Desnatado (LC), Leite Desnatado com a adição de 0,015% de H3PO4 

(L1), Leite Desnatado com a adição de 0,03% de H3PO4 (L2), Leite Desnatado com a adição de 0,06% de 

H3PO4 (L3), Grupo Controle do Botusêmen (DC), Botusêmen com adição de 0,015% de H3PO4 (D1),  

Botusêmen com adição de 0,03% de H3PO4 (D2), Botusêmen com adição de 0,06% de H3PO4 (D3). 

 

 



30 
 

Experimento 2 

 De acordo com os dados apresentados nas figuras 3, 4 e 5 e das Tabelas 1, 2 e 3, foi 

observado que a adição de H3PO4 em meio diluente composto por leite desnatado UHT, para 

a refrigeração de sêmen equino, apresentou resultados significativamente inferiores (P<0,05) 

no Tratamento 3, em comparação com o Grupo Controle e os demais tratamentos, desde o 

momento da primeira análise realizada em 3h, permanecendo assim até a última análise 

realizada em 48h.  

Nas análises outras análises realizadas, Teste Hiposmótico e Morfologia Espermática, 

não foram encontradas diferenças estatísticas entre nenhum grupo e em nenhum momento das 

avaliações.  

Figura 3 ‒ Box-plots dos resultados de Motilidade Total (A), Motilidade Progressiva (B), 

Motilidade Rápida (C) e Motilidade Local (D), da análise realizada três horas após a diluição 

do sêmen equino, com diferentes concentrações de H3PO4. 

Abreviações: Grupo Controle (Controle), Tratamento 1 (T1), Tratamento (2), Tratamento (T3). As letras (A,B) 

indicam as diferenças significativas (P<0,05). 
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Figura 4 ‒ Box-plots dos resultados de Motilidade Total (A), Motilidade Progressiva (B), 

Motilidade Rápida (C) e Motilidade Local (D), da análise realizada vinte e quatro horas após 

a diluição do sêmen equino, com diferentes concentrações de H3PO4. 

 

Abreviações: Grupo Controle (Controle), Tratamento 1 (T1), Tratamento (2), Tratamento (T3). As letras (A,B) 

indicam as diferenças significativas (P<0,05). 
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Figura 5 ‒ Box-plots dos resultados de Motilidade Total (A), Motilidade Progressiva (B), 

Motilidade Rápida (C) e Motilidade Local (D), da análise realizada quarenta e oito horas após 

a diluição do sêmen equino, com diferentes concentrações de H3PO4. 

 
Abreviações: Grupo Controle (Controle), Tratamento 1 (T1), Tratamento (2), Tratamento (T3). As letras (A,B) 
indicam as diferenças significativas (P<0,05). 
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Tabela 1- Média e desvio padrão dos Grupos Controle, T1, T2 e T3, da análise realizada três 

horas após a diluição do sêmen equino, com diferentes concentrações de H3PO4.  

3 h Controle T1 T2 T3 

VCL [µm/s] 148,44 ± 3,57 a 131,43 ± 5,92ab 119,43 ± 5,07ab 97,90 ± 30,37 b 

VSL [µm/s] 52,80 ± 14,25 a 47,74 ± 15,53 ab 41,93 ± 18,27 ab 33,75 ± 12,11 b 

VAP [µm/s] 69,71 ± 16,9 a 62,25 ± 18,33 ab 55,77 ± 22,83 ab 45,90 ± 13,43 b 

LIN 0,36 ± 0,05 a 0,36 ± 0,04 a 0,35 ± 0,05 a 0,33 ± 0,05 a 

BCF [Hz] 21,58 ± 3,43 a 18,95 ± 4,72 ab 18,31 ± 5,23 ab 15,34 ± 3,55 b 

STR 0,74 ± 0,07 a 0,75 ± 0,06 a 0,73 ± 0,05 a 0,70 ± 0,10 a 

ALH [µm] 1,72 ± 0,26 a 1,65 ± 0,31 ab 1,44 ± 0,35 ab 1,35 ± 0,38 b 

Abreviaturas: Velocidade curvilinear (VCL, μm/s); Velocidade em linha reta (VSL, μm/s); Velocidade da 

trajetória média (VAP, μm/s); Linearidade (LIN, %); Frequência de batimento do flagelo (BCF, Hz); 

Retilinearidade (STR, %) e Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH, μm/s). As letras (a,b) indicam 

as diferenças significativas (P<0,05). 

 

Tabela 2- Média e desvio padrão dos Grupos Controle, T1, T2 e T3, da análise realizada vinte 

e quatro horas após a diluição do sêmen equino, com diferentes concentrações de H3PO4. 

24 h Controle T1 T2 T3 

VCL [µm/s] 109,73 ± 25,68 a 87,39 ± 22,05 ab 79,42 ± 19,10 bc 59,94 ± 20,83 c 

VSL [µm/s] 33,15 ± 5,27 a 27,39 ± 8,33 ab 24,80 ± 7,72 b 16,35 ± 8,54 c 

VAP [µm/s] 47,54 ± 10,97 a 37,49 ± 12,05 ab 33,94 ± 9,33 bc 24,93 ± 9,14 c 

LIN 0,31 ± 0,06 a 0,31 ± 0,07 a 0,30 ± 0,06 a 0,25 ± 0,05 a 

BCF [Hz] 18,54 ± 2,40 a 17,29 ± 3,44 a 15,74 ± 3,30 a 11,59 ± 2,80 b 

STR 0,69 ± 0,07 a 0,70 ± 0,06 a 0,68 ± 0,07 a 0,58 ± 0,11 b 

ALH [µm] 1,36 ± 0,34 a 1,12 ± 0,28 ab 1,06 ± 0,24 ab 0,91 ± 0,26 b 

Abreviaturas: Velocidade curvilinear (VCL, μm/s); Velocidade em linha reta (VSL, μm/s); Velocidade da 

trajetória média (VAP, μm/s); Linearidade (LIN, %); Frequência de batimento do flagelo (BCF, Hz); 

Retilinearidade (STR, %) e Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH, μm/s). As letras (a,b,c) indicam 

as diferenças significativas (P<0,05). 
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Tabela 3 - Média e desvio padrão dos Grupos Controle, sT1, T2 e T3, da análise realizada 

quarenta e oito horas após a diluição do sêmen equino, com diferentes concentrações de 

H3PO4. 

48 h Controle T1 T2 T3 

VCL [µm/s] 93,78 ± 40,62 a 70,81 ± 27,16 ab 68,17 ± 26,79 ab 52,79 ± 16,82 b 

VSL [µm/s] 24,97 ± 12,05 a 17,73 ± 6,54 ab 17,60 ± 7,29 ab 11,92 ± 5,25 b 

VAP [µm/s] 40,28 ± 18,10 a 28,57 ± 11,50 ab 27,94 ± 11,31 ab  21,46 ± 6,71 b 

LIN 0,25 ± 0,05 a 0,24 ± 0,05 a 0,24 ± 0,05 a 0,21 ± 0,04 a 

BCF [Hz] 14,03 ± 3,18 a 12,85 ± 2,14 ab 12,60 ± 1,92 ab 10,44 ± 1,39 b 

STR 0,59 ± 0,09 a 0,59 ± 0,07 a 0,58 ± 0,09 a 0,51 ± 0,08 a 

ALH [µm] 1,31 ± 0,55 a 1,03 ± 0,37 ab 0,99 ± 0,37 ab 0,82 ± 0,24 b 

Abreviaturas: Velocidade curvilinear (VCL, μm/s); Velocidade em linha reta (VSL, μm/s); Velocidade da 
trajetória média (VAP, μm/s); Linearidade (LIN, %); Frequência de batimento do flagelo (BCF, Hz); 

Retilinearidade (STR, %) e Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH, μm/s). As letras (a,b) indicam 

as diferenças significativas (P<0,05). 

    

DISCUSSÃO 

 

 No experimento 1, verificamos que o botusemen é inviável para a adição de ácido 

fosfórico (H3PO4) nas concentrações de 0,015%, 0,03% e 0,06%, pois ocorreu uma rápida 

aglutinação após a adição de H3PO4, provavelmente devido a ação tamponante estar próxima 

da saturação, chegando a saturação no momento da adição, acidificando fortemente o meio, o 

que torna inviável a sobrevivência espermática. 

O leite desnatado UHT demonstrou ser um ótimo diluente para refrigeração de sêmen 

equino, pois teve uma boa manutenção da viabilidade seminal, como demonstrado 

anteriormente por Batellier et al. (1998); Pagl et al. (2006); Recková et al. (2022). Os 

resultados obtidos em relação às motilidades espermáticas, as quais têm uma forte correlação 

positiva com a fertilidade (Cox et al., 2006; Arruda et al., 2007), demonstraram não haver 

melhora nas diferentes concentrações utilizadas de H3PO4, em relação ao grupo controle.  

Todos os garanhões do presente estudo, apresentavam motilidade total e análise 

morfológica, superiores a 60% em ambas variáveis na primeira análise realizada 3h (T1), 
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Recková et al. (2022) e o colégio brasileiro de reprodução animal (CBRA, 2013) relatam ser 

os requisitos mínimos para o sêmen fresco de garanhões. 

Os resultados de MT e MP, do grupo controle e dos tratamentos 1 e 2,  foram 

semelhantes aos encontrados por Recková et al. (2022), em análises realizadas às 0h, 24h e 

48h, apresentando um decréscimo esperado ao longo do tempo de armazenamento (Tharasanit 

et al., 2007; Lefrapper; Walston; Whisnant, 2010; Novello et al., 2020). 

Houve piora na MT, MP, MR, ML, VCL, VSL, VAP, BCF e ALH no Tratamento 3 já 

na primeira análise se comparando aos outros grupos, sugerindo que a concentração de 0,06% 

de H3PO4 no diluente apresenta uma ação deletéria ao acondicionamento do sêmen equino. O 

que se manteve durante as outras duas análises realizadas com 24h e 48h após diluição das 

amostras. Essas reduções podem ser em decorrência da acidificação do meio, aonde chegou 

ao valor de pH de 6,1, visto que há uma relação do pH relativamente baixo dentro da cauda do 

epidídimo e a quiescência espermática (Carr; Acott, 1989). Espermatozoides de Ouriço-do-

mar são armazenados no fluido seminal dentro do testiculo por vários meses em um estado 

inativo devido a um baixo pH (Lee; Johnson; Epel, 1983). Carr; Acott (1989), demonstraram 

que a motilidade de espermatozóides bovinos pode ser inibida reversivelmente pela depressão 

do pH, com uma variedade de ácidos fracos, no entanto, após exposição prolongada a 

condições usadas para imobilizar completamente os espermatozoides ( Lactato ou piruvato, 

pH 5,5) não foi possível reverter a motilidade (Acott; Carr, 1984). Gadea (2003) corrobora 

com essa hipótese, afirmando que reduzindo o pH do sêmen, consequentemente, há uma 

redução do metabolismo e da motilidade espermática. Em contrapartida, Wendt et al. (2002), 

demonstrou não haver diferença em MT, MP, VSL, LIN e STR na faixa etária de pH entre 6,4 

e 7,2, com valor inferior de pH (6,4) semelhante aos tratamentos 2 (6,34) e 3 (6,33) do 

presente estudo. 

A competência espermática necessária para fecundar o oócito é obtida através de um 

fenômeno denominado, capacitação espermática, o qual deve ocorrer durante a passagem no 

trato reprodutivo da fêmea (Satouh; Ikawa, 2018). Porém o processo que ocorre durante a 

refrigeração, pode causar capacitação espermática prematura, o que é indesejável, sendo 

potencialmente prejudicial à fertilidade (Loomis, 1992; Cormier et al., 1997; Bailey et al., 

2003; Pons-Rejraji et al., 2009; Setyawan et al., 2016). Tratamentos que impeçam o aumento 

do pH também impedem que aumente a capacitação espermática (Parrish; Susko-Parrish; 

First, 1989), sendo possível uma modulação da capacitação através de ajustes de ph em meio 

diluente (Wendt et al., 2002), com isso valores baixos de pH, como os utilizados nas soluções 
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deste estudo, podem ser benéficos para a redução da capacitação espermática prematura, 

causada durante a refrigeração.  

Mudanças nos padrões de movimento dos espermatozoides podem sinalizar o início 

antecipado da capacitação espermática (Celeghini et al., 2017). A redução da VCL e ALH, 

vista no presente estudo, pode ter uma correlação positiva com a redução da hiperativação 

espermática, modificação marcante de batimento flagelar, que ocorre na capacitação 

espermática, visto que o aumento de ambas é característica da hiperativação em 

espermatozoides equinos (Rathi et al., 2010). Coincidindo com Arruda (2000), que relata uma 

qualidade espermática inferior relacionada a um maior valor de ALH. O deslocamento lateral 

de cabeça, causado na capacitação é indesejável, visto que o mesmo pode interferir na 

progressão do espermatozóide do trato reprodutivo da fêmea (Celeghini et al., 2017). Bueno 

et al. (2020), relatou um decréscimo de ALH em sêmen de garanhões da raça crioula, após a 

criopreservação, técnica essa que assim como a refrigeração, causa capacitação espermática 

prematura (Fuller; Whittingham, 1996). 

 A adição de ácido fosfórico, nas concentrações de 0,015%, 0,03% e 0,06%, associadas 

ao leite desnatado UHT, como meio enriquecedor para diluentes de sêmen equino refrigerado, 

não apresentaram benefícios em prolongar ou melhorar a viabilidade espermática. Uma 

hipótese, referente às altas concentrações de ácido fosfórico no plasma seminal de equinos 

(Bueno, 2023) e touros (Velho et al., 2018), é que o ácido fosfórico é um subproduto da 

reação que libera energia para a motilidade espermática, através da quebra de uma molécula 

de pirofosfato inorgânico (PPi), processo que libera energia na forma de adenosina trifosfato 

(ATP), a qual é utilizada para a motilidade espermática e para a função do acrossomal durante 

a penetração na zona pelúcida (Wallach; Revel, 1980; Lundin; Baltscheffsky; Ronne, 1991; 

Velho et al., 2018). Com isso, estudos futuros devem ser realizados, a fim de compreender os 

mecanismos relacionados aos processos e/ou causas da reação de hidrólise de ATP 

provenientes do pirofosfato inorgânico.  

 

 

CONCLUSÃO 

 

A adição de ácido fosfórico no diluente, nas concentrações testadas, não se mostrou 

eficiente em melhorar a qualidade seminal com sêmen refrigerado. Porém foi demonstrado 

que o Tratamento 1 nas avaliações realizadas, não difere do Grupo Controle, indicando 

ausência de prejuízos a célula espermática. 
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Este estudo fornece informações sobre a utilização de aditivos no diluente para semen 

equino, buscando ferramentas de otimização da conservação de sêmen e avanço nas técnicas 

de inseminação artificial. Os resultados da adição do ácido fosfórico demonstram a 

necessidade de futuros estudos para direcionar alternativas que possam oferecer melhores 

resultados nesta biotécnica.  
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo buscou investigar os efeitos da adição de ácido fosfórico (H3PO4) 

no diluente de leite desnatado UHT na refrigeração de sêmen equino, com o objetivo de 

melhorar a qualidade seminal e, consequentemente, a eficiência reprodutiva dos garanhões. 

Os resultados demonstraram que, embora o leite desnatado UHT seja um diluente amplamente 

utilizado devido ao seu baixo custo e eficácia, a adição de ácido fosfórico em diferentes 

concentrações (0,015%, 0,03% e 0,06%) não contribuiu para a melhoria da viabilidade 

espermática. De outro modo, observou-se que a adição de 0,06% de ácido fosfórico teve um 

efeito negativo significativo em MT, MP, MR, ML, VCL, VSL, VAP, BCF e ALH, 

possivelmente resultante da acidificação do meio em questão, causando impactos relevantes 

na sobrevida espermática. Esses resultados indicam que o ácido fosfórico, nas concentrações 

estudadas, não é um coadjuvante eficaz para prolongar ou melhorar a qualidade do sêmen 

equino durante o processo de refrigeração.  

Futuros estudos são essenciais para desvendar os mecanismos bioquímicos oriundos 

da hidrólise de ATP originária das moléculas de pirofosfato inorgânico. Sendo possível um 

novo estudo com a adição de pirofosfato inorgânico no diluente de refrigeração de sêmen 

equino, com o intuito de haver a hidrolise da molécula e liberação de ATP para o meio ao 

qual o espermatozoide era se beneficiar nesta energia.  

Este estudo representou um grande desafio, mas também foi uma experiência 

extremamente enriquecedora, contribuindo de maneira significativa para o meu crescimento 

pessoal e acadêmico. Ao longo deste experimento, realizei uma vasta quantidade de análises, 

proporcionando um treinamento grandioso ao longo dos dias. Foram conduzidas mais de 144 

avaliações de cada variável, resultando na avaliação de 14.400 células por meio de análises 

morfológicas e do teste hiposmótico, perfazendo um total de mais de 28.800 células 

espermáticas avaliadas individualmente com microscopia óptica durante o estudo. Além 

disso, aperfeiçoei uma vasta variedade de técnicas laboratoriais, como a realização de 

esfregaços e colorações, cujas melhorias se tornaram evidentes ao longo do tempo. 
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